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点が多い. また, 医薬品として利用されている外因性リガンドにおいても, 近年になって新たな生






た. 本論文は, 既存のリガンドが持つ未知の生理的機能や疾患に対する改善効果を, 転写という視
点で検討しまとめたものである. 第一章では, 医薬品としても利用されている内因性リガンドであ
る成長ホルモン (growth hormone; GH) の生理作用について, 新たなシグナル伝達経路の解明と生
理作用の可能性について詳述する. 第二章では, 外因性リガンドとして, 医薬品として汎用されて
いるビタミン D3製剤について, 最適な薬物治療を目指して比較検討を行った. 具体的には, 活性型
ビタミン D3に対するビタミン D依存性クル病 (vitamin D dependent rickets type II; VDDRII) の治療
効果を, 転写活性という視点からの予測を試みた. 第三章では, アジア圏の薬用資源であり, 古く
からよく利用される漢方の一つである桂皮 (Cinnamomum cassia) の主要成分である cinnamaldehyde 
(CA) が, 外因性リガンドとして内分泌・代謝領域に及ぼす効果, 特に CAのもつ抗糖尿病効果の作












成長ホルモン (growth hormone; GH) は, 脳下垂体前葉の GH分泌細胞 (somatotrophs) から分泌さ
れるホルモンである. GHが肝細胞膜上の GH受容体 (GH receptor; GHR) に結合すると, janus activation 
kinase 2 (JAK2)/signal transduction and activator of transcription (STAT) 経路が活性化され, insulin-like 
growth factor-1 (IGF-1) 産生を促進することが知られている [1]. 血液中の IGF-1は, その大部分が肝臓
で産生され, 肝臓由来の成長因子として骨の成長などに重要な役割を果たしている [1]. このことから, GH
の作用の大部分は IGF-1 が担う間接的作用が殆どであると考えられてきたが, 近年, GH が直接的作用を
有することがわかってきた (Figure 1). GHの直接的作用は, 全身に発現する GHR を介したものであり, 骨
等の成長に関する作用のみならず, 骨格筋をはじめとする筋組織や脂肪組織等に作用し, エネルギー代
謝を促すことがわかっている [2,3]. しかしながら, GH のエネルギー代謝に関する直接的作用がどのような
シグナル伝達経路を介し, どのような転写因子と標的遺伝子に関わっているのか, 未解明の部分が少なく
ない.  
GHR への GH の結合により, JAK2 がリン酸化される. それに引き続き, STAT5 や mitogen-activated 
protein kinase (MAPK), および insulin receptor substrate (IRS) を介して phosphatidylinositol-3 kinase 
(PI3K) 経路などが活性化される [4]. 成人において, GHR はあらゆる組織に広く発現しており, 上記のシ
グナル伝達経路を介した GH の作用は多岐にわたることが報告されている. GHR/JAK2/STAT 経路は, 脂
肪前駆細胞に対しては脂肪産生を促進させる [5]. 一方で, 成熟脂肪細胞において脂肪合成を抑制し, 
ホルモン感受性リパーゼを活性化することで脂肪分解を促進することがわかっている [6]. また, 臨床的に
は, 小児期にGH補充療法を受けて標的身長となった成人患者において, GHの補充療法を終了した後で
は, 徐々に内臓脂肪が増加し, 脂質代謝異常症が高頻度に合併することが報告されており, 問題となって
いる (成人成長ホルモン欠乏症, adult GH deficiency; AGHD) [7–9].  
GHで活性化される主な転写因子の一つである STAT5には, STAT5A, STAT5Bの 2つの相同体が存
在し, これらはアミノ酸レベルで 90%以上の相同性を持つ [10,11]. これらは共通のコンセンサス配列 
(TTCnnnGA) に結合し機能的冗長性をもつが, それぞれのノックアウトマウスは異なる表現型を示す . 
STAT5A ノックアウトマウスはプロラクチン感受性欠失により雌で乳腺発達不全を呈するが  [12,13], 
STAT5BノックアウトマウスはGH感受性欠失による成長遅延を示す [13,14]. これらの知見から, GHによっ
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て活性化される転写調節因子は主に STAT5Bであると考えられている.  
既報における KK-Ay 糖尿病モデルマウスへの GH 投与実験では, 骨格筋組織などにおいて, ミトコン
ドリア脱共役タンパク質 (uncoupling protein; UCP) をコードする遺伝子のmRNA発現量が増加したと報告
されている [15]. UCPは, ミトコンドリア内膜での酸化的リン酸化反応を脱共役し, 脂肪酸やグルコースなど
の化学的エネルギーを直接熱へと変換させる脱共役タンパク質である. 従って, UCPが活性化することによ
り熱産生が増加し, エネルギーが消費されることになる. UCP は, 褐色脂肪組織に特異的に発現する
UCP1 の他, 骨格筋, 白色脂肪組織など全身に幅広く発現する UCP2, 主として骨格筋に発現する UCP3
が, エネルギー代謝に関与するとされている [16]. 以上のことから, GHが何らかのシグナル伝達経路を介
してエネルギー代謝, 中でもUCP発現に関与している可能性が示唆される. しかしながら, この作用がGH





Figure 1. GH signal transduction pathway through STAT5B. GH binds to the transmembrane GHR 
resulting in the activation of JAK2 and STAT5B. STAT5B then translocates to the nucleus, binds to 







第一節 UCPsプロモーター上の STAT5B コンセンサス配列の探索とプロモーターアッセイ 
 
【目的】 
恒常活性型STAT5B (activated STAT5B; aSTAT5B) を用いてエネルギー代謝関連遺伝子UCPsの発現




ヒトUCP2及びヒトUCP3プロモーター領域を, ヒトゲノムDNAを用いて PCR法により増幅し, ホタ
ルルシフェラーゼ発現ベクターである pGL4.10 (Promega, Madison, WI) にクローニングし, 
UCP2promoter-Luciferase (UCP2pro-Luc) 及び UCP3promoter-Luciferase (UCP3pro-Luc) を構
築した . さらに , Basic Local Alignment Search Tool (National Center for Biotechnology 
Information, Bethesda, MD) により確認した STAT5Bコンセンサス配列 (TTCnnnGA) の位置をも
とに, 様々な長さの UCPsプロモーターcut constructsを構築した. また, リン酸化を経ずに活性化
されている恒常活性型 STAT5B (activated STAT5B; aSTAT5B) 発現ベクターとして, 299番目のヒ
スチジンをアルギニンに , 711 番目のセリンをフェニルアラニンに , それぞれ置換した
pCMX-aSTAT5B (aSTAT5B) を用いた [17]. また, 内在性コントロールプラスミドとして pGL4.70 
(Promega, Madison, WI) を使用した.  
 
2. 細胞培養 
ヒト胎児腎細胞株 HEK293 由来 TSA201 細胞は, ダルベッコ変法イーグル培地 (Dulbecco’s 
Modified Eagle’s Medium; DMEM) (Nissui Pharmaceutical, Tokyo, Japan) [10%ウシ胎児血清 
(fetal bovine serum; FBS), 100 U/mlペニシリン G, 100 μg/ml ストレプトマイシン硫酸塩, 2 mM L-
グルタミン含有] で, 37°C, 5%CO2条件下で継代培養を行った [18]. 12 well plate に播種後一晩




ェラーゼ発現プラスミド pGL4.70 (Promega, Madison, WI) を, リン酸カルシウム法で同時導入した. 
6時間培養後, フェノールレッド不含 DMEM (Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan) [活
性炭処理済 10%FBS, 100 U/ml ペニシリン G, 100 μg/ml ストレプトマイシン硫酸塩, 2 mM L-グル
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タミン含有] に培地交換し, さらに 20 時間培養後, Dual-Luciferase Reporter Assay System 
(Promega, Madison, WI) のプロトコルに従ってルシフェラーゼ活性を測定した.  
 
4. 統計解析 
同 12 well plate内に同条件下で遺伝子導入した, 独立した 3 wellのデータを平均値 ± S.D.で表
す. 統計解析は, SPSS 17.0 software (SPSS Inc., IBM Company, IL) を使用し, 群間比較は一元
配置分散分析の後, Bonferroni法で多重比較検定を行った.  
 
【結果】 
aSTAT5B による UCP 遺伝子の転写活性について, UCP2pro-Luc, UCP3pro-Luc 及びそれぞれの cut 
constructsを用いて検討した結果, -358/+186UCP2pro-Lucで基本転写活性が消失した (Figure 2a). また, 
-388/+138UCP3pro-Lucで, aSTAT5Bによる転写活性の増加が認められなかった (Figure 2b). これらのこと
から, UCP2プロモーターにおいては, -586/+186UCP2pro-Lucに含まれる候補配列 D, Eが, UCP3プロモ








Figure 2. The effects of active STAT5B proteins on the transcriptional activity of the (a) UCP2 
promoter constructs and (b) UCP3 promoter constructs.  
The squares indicate the predicted STAT5 consensus sequences. The data are represented as relative values 
that indicate the basal transcriptional activity of each reporter plasmid. TSA201 cells were co-transfected 
with aSTAT5 expression plasmids (pCMX-aSTAT5B) or mock, the indicated deletion UCP2 or UCP3 
pro-Luc constructs as reporter plasmids, and the internal control plasmid pGL4.70. The data 
represent relative values that indicate the basal transcriptional activity of each reporter plasmid. 
The data are presented as the mean ± S.D. from at least three transfections performed in triplicate.  





第二節 UCPsプロモーター上の機能的 STAT5B コンセンサス配列の検討 
 
【目的】 
前節の結果より , UCPs プロモーター上の STAT5B コンセンサス配列を特定するため , 候補




1. UCP2および UCP3プロモーターdeletion constructsの構築 
PrimeSTAR Mutagenesis Basal Kit (TakaraBio, Shiga, Japan) を用いて, 推定 STAT5B コンセンサス
配列を欠失させた UCPsプロモーターdeletion constructsを構築した.  
 
2. 細胞培養 
前節と同様の方法で TSA201細胞を培養し, 実験に供した.  
 
3. 遺伝子導入及びレポーターアッセイ 
各 UCPs プロモーターdeletion consructs, aSTAT5B, 及び pGL4.70 を, 前節と同様の方法で
TSA201細胞に導入し, レポーターアッセイに供した.  
 
4. 統計解析 
同 12 well plate内に同条件下で遺伝子導入した, 独立した3 wellのデータを平均値 ± S.D.で表す. 
統計解析は, SPSS 17.0 software (SPSS Inc., IBM Company, IL) を使用し, 群間比較は一元配置
分散分析の後, Bonferroni法で多重比較を行った.  
 
【結果及び考察】 
候補 STAT5B コンセンサス配列を削除したコンストラクトの転写活性を検討した結果, UCP2 プロモータ
ーにおいては候補配列 Dを欠失させたコンストラクトで, UCP3プロモーターにおいては候補配列 J, Kを欠
失させたコンストラクトで, それぞれ aSTAT5B導入によって転写活性が増加しなかった. 以上のことから, こ






Figure 3. The effects of active STAT5B proteins on the transcriptional activity of the (a) UCP2 
promoter constructs and (b) UCP3 promoter constructs with deleted STAT5B consensus sequences. 
The white squares indicate existing consensus sequences, while the black squares indicate deleted 
consensus sequences. 
TSA201 cells were co-transfected with aSTAT5 expression plasmids (pCMX-aSTAT5B) or mock, the 
indicated deletion UCP2 or UCP3 promoter-Luc constructs as reporter plasmids, and the internal 
control plasmid pGL4.70. The data represent relative values that indicate the basal transcriptional 
activity of each reporter plasmid. The data are presented as the mean ± S.D. from at least three 








を行い, STAT5Bタンパク質との相互作用を検討した.  
 
【材料及び方法】 
ゲルシフトアッセイ (Electrophoretic mobility shift assay; EMSA) 
aSTAT5B を TSA201細胞にリン酸カルシウム法で導入し, 24時間培養後, 細胞溶解液 [50 mM ト
リス塩酸バッファー, 0.15 M 塩化ナトリウム, 0.1% SDS, 1% Triton X-100, 10% コール酸ナトリウム, 
Halt Protease Inhibitor Cocktail, EDTA-Free (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA)] を用いて全
細胞タンパク質を抽出した. 抽出したタンパク質は, ビオチンラベルした推定 STAT5B コンセンサス
配列オリゴヌクレオチドプローブ  (sense strand, gctgcagTTCTGATtggttcc; anti-sense strand, 
ggaaccaATCAGAActgcagc) と共に , LightShift Chemiluminescent EMSA kit (Thermo Fisher 
Scientific, Waltham, MA ) を用いた EMSAに供した.  
 
【結果及び考察】 
UCP2 プロモーター上の推定 STAT5 コンセンサス配列と STAT5B の相互作用について EMSA に
より検討を行った結果, STAT5B タンパク質量依存的にシフトバンドのシグナルが強くなったこと











Figure 4. EMSA was performed using of whole-cell extracts of transfected TSA201 cells. DNA binding of in 
vitro-translated, active STAT5B was analyzed with biotin-labeled oligonucleotides of the predicted STAT5 







第四節 STAT5B導入による筋細胞における UCP2及び UCP3発現の検討 
 
【目的】 





ラット筋芽細胞 L6は, Japanese Collection of Research Bioresources (JCRB, Tokyo, Japan) より購入
し, TSA201細胞と同様の培地及び条件下で継代培養を行った. 6 well plateに播種して一晩培養後, 
分化誘導 DMEM [2%ウマ血清, 100 U/ml ペニシリン G, 100 μg/ml ストレプトマイシン硫酸塩, 2 
mM L-グルタミン含有] に培地交換した. 分化誘導培地は 2日毎に交換し, 10日間培養して筋細胞
に分化させ, 実験に供した.  
 
2. 遺伝子導入及び mRNA, タンパク質抽出 
Lipofectamine 3000 reagent (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) を用いて aSTAT5B もしくは
pCMX (mock) をそれぞれ 2 μgを筋管細胞に分化した L6細胞に導入し, 48時間培養後に mRNA
及びタンパク質を RiboZol kit (AMRESCO, Solon, OH) を用いて抽出した.  
 
3. リアルタイム PCR 
抽出した mRNA 1 μgを, iScript RT Supermix for RT-qPCR (BioRad, Hercules, CA) を用いて
cDNAに逆転写し, iTaq Universal SYBR Green Supermix (BioRad, Hercules, CA) を用いて qPCR




抽出物は 10%ポリアクリルアミドゲルによる SDS-PAGEによって分離し, PVDF膜に転写後, 2.5%ス
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キムミルクによってブロッキングを行った. 一次抗体として抗UCP2ポリクローナル抗体 (1:100, Santa 
Cruz Biotechnology, Dallas, TX, sc-390189) もしくは抗 UCP3ポリクローナル抗体 (1:500, Bioworld 
Technology, St Louis Park, MN, BS6757) を用いた. 二次抗体として HRP標識抗マウス IgG抗体 
(1:5000, Santa Cruz Biotechnology) で反応させ, Clarity Western ECL Substrate (BioRad, Hercules, 
CA) を用いてタンパク質を検出した. 同一転写膜に対して β-actinの発現量を検出し, ローディング
コントロールとした. 検出されたバンドから, タンパク質量を ImageJで解析した.  
 
5. 統計解析 
データは平均値 ± S.D.で表す. 統計解析は, SPSS 17.0 software (SPSS Inc., IBM Company, IL) 
を使用し, independent student-t検定で群間比較を行った.  
 
【結果及び考察】 
L6細胞への aSTAT5B導入による UCPs mRNA発現量は, mock導入時と比較して有意に増加した 
(Figure 5a, b: UCP2; 3.58 ± 0.17倍, UCP3; 23.61 ± 0.17倍). また, UCP3 タンパク質発現量の増加は有意
ではなかったが (Figure 5d), UCP2 タンパク質発現量は mock導入時と比較して 1.75 ± 0.49倍と有意に増






Figure 5. UCP2 and UCP3 expression in differentiated L6 cells transfected with pCMX-aSTAT5B. Cells were 
transfected with 2 μg pCMX (mock) or 2 μg pCMX-aSTAT5B (aSTAT5B). Forty-eight hours later, cells were 
collected and analyzed for UCP2 and UCP3 mRNA expression by quantitative PCR (a, b) and western blotting (c, 
d). The data are presented as the mean ± S.D. from three independent experiments performed in triplicate. 




第五節 筋細胞に対する GH刺激による UCP2, UCP3 タンパク質発現の検討 
 
【目的】 
前節で筋由来細胞株において STAT5B が UCP2 ならびに UCP3 の発現を増加させる可能性が示唆さ





前節と同様の方法で L6細胞を培養, 筋細胞への分化誘導を行った.  
 
2. 試薬 




6wellプレートに播種し, 定法に従って筋管細胞に分化誘導を行った L6細胞に, GH  もしくはH2O 






データは平均値 ± S.D.で表す. 統計解析は, SPSS 17.0 software (SPSS Inc., IBM Company, IL) を
使用し, independent student-t検定で群間比較を行った.  
 
【結果】 
筋細胞への GH刺激により, vehicle刺激時と比較して UCP2 タンパク質発現量は 7.55 ± 1.19倍, UCP3




Figure 6. UCP2 (a) and UCP3 (b) protein expression in differentiated L6 cells treated with GH. Whole-cell 
extracts from L6 cells treated with H2O (vehicle) or GH (2 μg) for 48 h were analyzed by western blotting. 
The data are presented as the mean ± S.D. from three independent experiments performed in triplicate.  







ため不詳の点が多い. 本研究において申請者は, GHによるエネルギー代謝作用に特に注目し, これに関
与するシグナル伝達機構として, GHR結合以降の JAK2/STAT5経路を介した UCP タンパク質の発現調整
について検討を行った. これまでのところ, STAT5B のシグナル伝達経路の標的遺伝子として UCP が直接
関与していることを証明した報告は無い.  
UCP は, 脂肪酸やグルコースなどの化学的エネルギーを直接熱へと変換させる脱共役タンパク質であ
る. その内 UCP2は筋組織や脂肪組織等, 全身に広範囲に, UCP3は主に骨格筋に発現しているが, その
遺伝子発現制御のメカニズムは未だ不明の点が多い. 本研究では, 自律的な熱産生部位と考えられる骨
格筋において, UCP2及び UCP3の発現調節に STAT5Bが関与する可能性について検討を行った.  
本研究の結果, UCP2 プロモーター上に既知配列とは異なる配列が, STAT5B コンセンサス配列として
機能している可能性が示唆された. STAT5B タンパク質は, 筋肉や肝臓で顕著な発現が認められ, 成長ホ
ルモンをはじめとした様々なサイトカインによって活性化される  [19–21]. 骨格筋や肝臓は, UCP2 及び
UCP3の高発現部位であり, エネルギー代謝促進に大きく関与すると考えられることからも, STAT5Bは生体
内においても, これらの発現調節に寄与している可能性が高いと考えられる. 本研究の結果からも, 骨格
筋由来細胞内において, STAT5Bが UCP発現を促進する可能性が示唆された. さらに骨格筋由来細胞へ
の GH 添加によっても, UCP2 及び UCP3 タンパク質発現がいずれも有意に増加した. 以上のことから, 筋
細胞において, STAT5Bが GHによって活性化し, UCP発現を直接増加させることが示唆された.  
本研究により GHは, IGF-1 を介した間接作用ではなく, その直接作用として UCP発現量を増大させる
ことが明らかになった. これは, AGHD患者に対するGH投与により, IGF-1が上昇する前より体脂肪や内臓
脂肪が減少しはじめるという臨床現場における経験知と良く一致する [22]. さらに, 小児期より GH 治療を
受けてきた AGHD患者以外に, 成人期になって相対的な GH分泌不全に陥っている AGHDの潜在患者
は多数いる推測されている. このような患者に, 非常に高価な GH に依らない, 骨格筋の UCP を標的とし
た小分子による治療が可能となれば, AGHDのみならず食事制限や運動が困難な肥満患者の治療にも有
用であると考えられる.  
これまでの報告から, UCP2 はマクロファージに発現して活性酸素の発生を抑制すること [23], 骨格筋
に発現する UCP3 は熱産生以外にも過酸化脂質の排出を促進する働きがあることがわかっている [24,25]. 
さらに, UCP2, UCP3はいずれも膵β細胞に発現し, インスリン分泌を抑制するという報告もある [26,27]. 本
研究により, GHR/JAK2/STAT5B経路の下流にUCPが存在することが示唆された. UCPは食事制限や運動
















活性型ビタミンD3 (activated vitamin D3; aVD3) は, 核内受容体スーパーファミリークラス 2に属する受容体
であるビタミン D受容体 (vitamin D receptor; VDR) の正統なリガンドであり, 標的遺伝子の転写制御を行
う脂溶性ビタミンである. aVD3の生合成は, 皮膚におけるプロビタミン Dが紫外線と熱によって VD3に変換
されるところから始まる. 皮膚で合成された VD3は, 血中を介して肝臓で CYP2R1水酸化酵素による 25位
の水酸化を受け, 25-ヒドロキシビタミン D3 (25(OH)D3) となる [29]. その後, 腎臓で CYP27B1水酸化酵素
による 1位の水酸化を受けて aVD3である 1α,25-ジヒロドキシビタミン D3 (1α,25(OH)2D3) となる [30]. 現在
市販されている VD3 製剤は, 骨粗鬆症, 慢性腎不全, 副甲状腺機能低下症, クル病, 骨軟化症など, 
様々な疾患に臨床使用されている [31–35] . 日本で保険適応を有する VD3製剤は 7種あり, それぞれの
保険適応病名は, 生理的な aVD3 であるカルシトリオール, 肝臓での水酸化を必要とするプロドラッグであ
るアルファカルシドール及びエルデカルシトールは骨粗鬆症, マキサカルシトール及びファレカルシトリオ
ールは二次性副甲状腺機能亢進症, カルシポトリオール及びタカルシトールは乾癬である.  
aVD3は, 骨, 腎臓, 小腸, 肝臓から神経系に至るまで, 全身に発現する VDR を介し, 様々な生理作用を
発揮する [36]. VDRの領域構造として, タンパク質 N末端側には, 標的遺伝子 DNA配列に直接結合す
る DNA 結合ドメイン (DNA binding domain; DBD) が, タンパク質 C 末端側にはリガンド結合ドメイン 
(ligand binding domain; LBD) が, 両者の間にはヒンジドメインが存在する.  
VDR遺伝子突然変異がもたらす疾患として VDDRIIが知られている [37]. VDDRIIは報告されているほと
んどの症例で, 生後数週間の内に重篤なクル病を発症する疾患であり, これまでに数多くの変異が報告さ
れている [38]. 本疾患の内, DBDに変異を有する症例では, VDRへの aVD3の結合は認めるものの, DNA
への結合性が欠失するため, VDR 標的遺伝子の転写調節が行われなくなることにより発症する . 一方, 
LBDに変異を有する症例では, VDRへの aVD3の結合が不全となることから, VDRによる標的遺伝子の転
写活性化が十分達成されないため, 同様に VDDRIIの症状を呈す.  
VDDRIIに対する治療法として, aVD3であるカルシトリオールを高濃度で使用することで多くの場合改善が
可能である. しかしながら, 変異 VDR (mutation VDR; mVDR) による転写活性の低下の程度は症例によ
り差が大きいため, カルシトリオールの必要量とその効果は各症例により大きく異なる.  
現在我が国の臨床現場で用いられている VD3 製剤は, 前述の通りカルシトリオール以外にも 6 種存在す
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るが, 各 VD3製剤間の VDDRII 治療効果に対する比較検討はこれまでなされていない. そこで本研究で
は, 保険適応のあるカルシトリオール及び VD3製剤 6 種を, 転写活性を評価指標とし, カルシトリオールを
標品として比較検討した. さらに, それらの結果を踏まえ, より臨床の適応として相応しい疾患とより効果的
な VD3製剤の選択について検討した.  
 
第一節 7種の VD3製剤の野生型 VDRに対する転写活性の検討 
 
【目的】 






れ, Cayman Chemical社, LKT Laboratories社, 及び Toronto research社から購入した. タカルシト
ール及びマキサカルシトールは Santa Cruz Biotechnology社から購入した.  
 
2. プラスミド 
野生型 VDR (Wild type VDR; WT-VDR) 発現プラスミド (pCMX-VDR) は, Dr. K. Umesono 及び 
Dr. R. M. Evans より譲渡された [39,40]. VDR応答配列 (VDR response element; VDRE) レポータ
ープラスミドは, マウスオステオポンチンプロモーター上の VDRE を, pGL3 ベクター (Promega, 
Madison, WI) にクローニングし作製した (VDRE-tk-Luc).  
 
3. 細胞培養 




VDRE-tk-Luc, pCMX-VDR もしくは pCMX, 及び pGL4.70 は, 第一章第一節と同様の方法で






同 12 well plate内に同条件下で遺伝子導入した, 独立した3 wellのデータを平均値 ± S.D.で表す. 
統計解析は, SPSS 17.0 software (SPSS Inc., IBM Company, IL) を使用し, 群間比較は一元配置
分散分析の後, Bonferroni法で多重比較を行った.  
 
【結果及び考察】 
各 VD3製剤 10.0 nMで刺激したところ, WT-VDRの転写活性は, タカルシトール, ファレカルシトリオー
ル, マキサカルシトール刺激時に, カルシトリオールと比較して有意に高かった (それぞれ 1.2 ± 0.2倍, 1.4 
± 0.02倍, 1.2 ± 0.03倍, Figure 7a). 一方で, アルファカルシドールおよびエルデカルシトールによる転写活
性はカルシトリオールと比較して有意に低かった (Figure 7a).  
また, 各VD3製剤による濃度依存的な転写活性について検討したところ, ファレカルシトリオール, マキ








Figure 7. The effect of active synthetic VD3 analogs on the transcriptional activity of the WT- VDR. a) The 
effects of 10 nM of VD3 analogs on WT-VDR transcriptional activity. TSA201 cells were co-transfected with 20 
ng of the WT-VDR expression plasmid (pCMX-VDR) or empty vector (pCMX), the reporter plasmid 
VDRE-tk-luc (50 ng), and the internal control plasmid pGL4.70 (5 ng) in the absence or presence of 10 nM VD3 
analogs. b) The effects of different doses of VD3 analogs on WT-VDR transcriptional activity. TSA201 cells 
transfected as above were treated with different concentrations of VD3 analogs. The data are presented as the mean 
± S.D. of at least three transfections performed in triplicate. RLU, relative light units.  
















mVDR 発現プラスミド  (pCMX-mVDRs) は , pCMX-VDR をテンプレートとして , PrimeSTAR 
Mutagenesis Basal Kit (TakaraBio, Shiga, Japan) を用いて, 既報に基づきVDRのLBD領域に変異
を導入した [41–45]. 変異導入箇所は Figure 8aに示した.  
 
2. 細胞培養 




mVDRの発現と細胞内局在を確認するために, TSA201細胞に構築した pCMX-mVDRsを導入し, 
カルシトリオール 10 nM添加 24時間後に, Nuclear Extract Kit (Active Motif, Carlsbad, CA) を用い
て細胞質及び核分画を抽出した. 各抽出物は, 第一章第四節と同様の方法でウエスタンブロッティ
ングに供した. 一次抗体として抗 VDR ポリクローナル抗体 (1:1000, Santa Cruz Biotechnology, 
Dallas, TX), 二次抗体として HRP 標識抗ウサギ IgG 抗体 (1:5000, Santa Cruz Biotechnology, 
Dallas, TX) を用いた.   
 
4. 遺伝子導入及びデュアルルシフェラーゼアッセイ 
12wellプレートに播種した TSA201細胞に, VDRE-tk-Luc, pCMX-mVDRs及び pGL4.70 を, 第一
章第一節と同様の方法で導入した. 6時間培養後, 各VD3製剤もしくは vehicleにより薬剤刺激を行






同12 well plate内に同条件下で遺伝子導入した, 独立した3 wellのデータを平均値 ± S.D.で表す. 
統計解析は, SPSS 17.0 software (SPSS Inc., IBM Company, IL) を使用し, グループ間の比較は一
元配置分散分析の後, Bonferroni法で多重比較を行った.  
【結果及び考察】 
mVDR発現解析の結果, WT-VDR と同様に主として核内に移行していることが確認された (Figure 8b). 
カルシトリオール 10.0 nMによる転写活性を確認したところ, WT-VDRの転写活性と比較して, I314S及び
G319Vは有意に転写活性が高く, その他の mVDRsは有意に転写活性が低かった (Figure 8c). mVDRs
に対する各VD3製剤の転写活性を比較検討したところ, ファレカルシトリオールとマキサカルシトールによる
転写活性は, I314S (Figure 9d) 及びG319V (Figure 9e) 以外のmVDRでカルシトリオールによる転写活性





Figure 8. Introduction of point mutations in the LBD of VDRs and protein expression of mutant receptors. a) 
Schematic diagram of the VDR and the location of mutations identified in clinical cases. b) Expression of 
recombinant VDRs in TSA201 cells. Nuclear and cytoplasmic extracts from transfected TSA201 cells treated with 
calcitriol (10 nM) were analyzed by western blotting using an anti-VDR antibody. Nucleus: nuclear fractions; 
cytoplasm: cytoplasmic fractions. c) The effects of 10 nM calcitriol on the transcriptional activity of the WT and 
mutant receptors. TSA201 cells were co-transfected with the WT-VDR or mVDR expression plasmids (20 ng), 
VDRE-tk-Luc (50 ng), and pGL4.70 (5 ng). The data are presented as the mean ± S.D. of at least three 







Figure 9a-g. The effects of VD3 analogs on the transcriptional activity of the mutant (m) VDRs. TSA201 cells 
were co-transfected with VDR expression plasmids (pCMX-VDR, 20 ng) carrying the indicated mutants, the 
reporter plasmid VDRE-tk-luc (50 ng), and the internal control plasmid pGL4.70 (5 ng) in the absence or presence 
of 10 nM of VD3 analogs. Transcriptional activation by VD3 analogs was normalized to that by calcitriol. The data 
are presented as the mean ± S.D. from at least three transfections performed in triplicate. RLU, Relative luciferase 

















12wellプレートに播種した TSA201細胞に, VDRE-tk-Luc, pCMX-mVDRs及び pGL4.70 を, 第一
章第一節と同様の方法で導入した. 6時間培養後, カルシトリオール, ファレカルシトリオール, マキ




同 12 well plate内に同条件下で遺伝子導入した, 独立した3 wellのデータを平均値 ± S.D.で表す. 
統計解析は, SPSS 17.0 software (SPSS Inc., IBM Company, IL) を使用し, 群間比較は一元配置
分散分析の後, Bonferroni法で多重比較を行った.  
 
【結果及び考察】 
Q259E, I268T, H305Q, R391C, E420Kの 5変異について, カルシトリオール, ファレカルシトリオール, 
マキサカルシトールに濃度勾配を配して転写活性を検討した結果, マキサカルシトールによる転写活性は, 
R391Cを除くmVDRsで濃度依存的に増加した (Figure 10). ファレカルシトリオールによる転写活性は, 用
いた全ての mVDRsで濃度依存的に増加した. また, 1.0 nM及び 10.0 nM添加時の転写活性は, 全ての







Figure 10a-f. The effects of different doses of falecalcitriol and maxacalcitriol on the transcriptional activity of 
VDRs. TSA201 cells were co-transfected with the expression plasmids (20 ng) carrying the WT or indicated 
mVDR, VDRE-tk-Luc (50 ng), and pGL4.70 (5 ng) in the absence or presence of increasing doses of VD3 analogs 
(0.1 nM - 10 nM). The data are presented as the mean ± S.D. from three transfections performed in triplicate. RLU, 













いて, VDR と転写共役因子 (コファクター) との相互作用にどのような影響を及ぼすか, Mammalian 







3. 転写活性化に関わる転写共役因子の関与について, Mammalian two-hybrid assay を行い確認した. 
活性化補助因子 (コアクチベーター) として steroid receptor coactivator-1 (SRC-1) ； glutamate 
receptor interacting protein 1 (GRIP1) ； cAMP response element binding protein-binding protein 
(CBP) ； p300 を用いた. また, 抑制補助因子 (コリプレッサー) として nuclear receptor co-repressor 1 
(NCoR) ； scilencing mediator of retinoic acid and thyroid hormone receptor, (SMRT) 用いた. これら
を, DNA結合ドメインであるGal4ドメインとの融合タンパク質発現プラスミドとして構築した, Gal4-SRC-1, 
Gal4-GRIP1, Gal4-CBP, Gal4-p300, Gal4-NCoR, Gal4-SMRTを使用した [46,47]. また, 転写活性化
ドメインである VP16 ドメインと WT-VDR 及び mVDR との融合タンパク質発現プラスミドとして , 
VP16-VDRs を使用した [39,48]. さらに, Gal4 ドメインに対する応答配列レポータープラスミドとして, 
UAS-E1b-TATA-Luc を使用した  [47]. TSA201 細胞を 12 well plate に播種して一晩培養し , 
UAS-E1b-TATA-Luc, GAL4-コファクター, VP16-mVDRsを, リン酸カルシウム法で遺伝子を導入した. 
6時間培養後に薬剤刺激を行い, さらに 20時間培養後にルシフェラーゼ活性を測定した.  
 
4. 統計解析 
同 12 well plate内に同条件下で遺伝子導入した, 独立した 3 wellのデータを平均値 ± S.D.で表す. 
統計解析は, SPSS 17.0 software (SPSS Inc., IBM Company, IL) を使用し, 群間比較は一元配置分





ファレカルシトリオールとマキサカルシトールは, コアクチベーターである SRC1, GRIP1, 
CBP1, p300のリクルートを濃度依存的に促進し (Figure 11a-d), さらにファレカルシトリオールは, 
コリプレッサーである NCoR, SMRTの解離を促進した (Figure 11e,f). また, ファレカルシトリオー
ルはカルシトリオールよりも有意に SRC1 (Figure 11a, 1.0 nM), GRIP1 (Figure 11b, 10.0 nM), CBP 
(Figure 11c, 10.0 nM) のリクルートを促進し, SMRT (Figure 11f, 10.0 nM) の解離を促進した. 一方で, 







Figure 11a-i. Interactions of cofactors with the wild-type and mutant VDRs in the mammalian two-hybrid assay. 
(a–f) TSA201 cells were co-transfected with the VP16-VDR (WT) expression plasmid (50 ng), 
UAS-E1b-TATA-Luc (100 ng), and Gal4-cofactor (50 ng) in the absence or presence of VD3 analogs and analyzed 
for the recruitment of coactivators (a–d) and corepressors (e, f). (g–i) TSA201 cells were co-transfected with the 
VP16-mVDR (I268T) expression plasmid (50 ng), UAS-E1b-TATA-Luc (100 ng), and Gal4-cofactor (50 ng) in 
the absence or presence of VD3 analogs and analyzed for the recruitment of coactivators (g, h) and a corepressor 
(i). The data are presented as the mean ± S.D. from three transfections performed in triplicate. RLU, Relative 














方法で培養した. マウス骨芽細胞前駆細胞MC3T3-E1は, MEMα [10% FBS, 100 U/ml ペニシリン
G, 100 μg/ml ストレプトマイシン硫酸塩, 2 mM L-グルタミン含有] を 6 well plateに播種し, 一晩培
養後に骨芽細胞分化試薬 (TakaraBio, Shiga, Japan) を用いて 10日間培養し, 骨芽細胞への分化
誘導を行った. TSA201細胞は, 6 well plateに播種し一晩培養した.  
 
2. プラスミド及びレポーターアッセイ 
VDR標的遺伝子として, aVD3によって発現が抑制される cytochrome P450 family 27 subfamily B 
member 1; CYP27B1遺伝子を用いた. CYP27B1のプロモーター領域を, pGL3ベクター (Promega, 




TSA201細胞を 12 well plateに播種して一晩培養し, CYP27B1promoter-Luc, pCMX-VDRs, 及び










4. リアルタイム PCR 
6 well plate に播種した細胞はそれぞれ, vehicle, カルシトリオール 10 nM, ファレカルシトリオール
10 nM添加し 48時間培養後, 第一章第四節と同様の方法で total RNAを抽出し, リアルタイムPCR
を行った. 発現解析遺伝子として, cytochrome P450 family 24 subfamily A member 1 (CYP24A1), 
alkaline phosphatase (ALP), osteopontin (OPN), collagen type I (COL1), receptor activator of nuclear 
factor kappa-B ligand (RANKL) を用い, 内在性コントロール遺伝子として, β-actinを用いた. 使用




同12 well plate内に同条件下で遺伝子導入した, 独立した3 wellのデータを平均値 ± S.D.で表す. 
統計解析は, SPSS 17.0 software (SPSS Inc., IBM Company, IL) を使用し, 群間比較は一元配置
分散分析の後 , Bonferroni 法で多重比較を行った . リアルタイム PCR における統計解析は , 




ファレカルシトリオール濃度依存的に転写活性が低下したが , 2 剤間の差は認められなかった. 一方, 
mVDR (I268T) において, 10.0 nM 刺激時, ファレカルシトリオールはカルシトリオールよりも有意に
CYP27B1プロモーター活性を抑制した.  
リアルタイム qPCR による VDR 標的遺伝子 mRNA発現の検討の結果, ファレカルシトリオール刺激に
よって, VDRの標的遺伝子であるCYP24A1, ALP, OPN, COL1, RANKLのmRNA発現は, カルシトリオー
ルと比較して, それぞれ, 2.3 ± 0.1倍, 2.6 ± 0.1倍, 1.5 ± 0.1倍, 1.9 ± 0.2倍, 3.5 ± 0.7倍と有意に高かった 





Figure 12. Transcriptional control of the VDR target genes by calcitriol and falecalcitriol. (a, b) Functional 
analysis of calcitriol and falecalcitriol in the CYP27B1 promoter activation assay. The human CYP27B1 promoter 
was cloned and introduced into the 5’ end of the luciferase gene as a reporter construct. TSA201 cells were 
co-transfected with the VDR expression plasmid (50 ng), the reporter construct (100 ng), and pGL4.70 (5 ng) in 
the absence or presence of increasing concentrations (0.1 nM–10 nM) of calcitriol and falecalcitriol. The data are 
presented as the mean ± S.D. from at least three transfections performed in triplicate. RLU, Relative luciferase 
unit. *, P < 0.05 vs. calcitriol; +, P < 0.05. (c) CYP24A1 mRNA expression in TSA201 cells and ALP, OPN, 
COL1, and RANKL in MC3T3-E1 cells stimulated by calcitriol and falecalcitriol. Cells were treated with ethanol 
(vehicle control) or 10 nM calcitriol or falecalcitriol and analyzed for mRNA expression by real-time quantitative 
PCR; relative target mRNA expression was calculated after normalization to GAPDH mRNA used as an internal 
control. The data are presented as the mean ± S.D. from three independent experiments performed in triplicate.  







本章では, VDRの外因性リガンドとして臨床で使用されている全 7種の VD3製剤を対象とし, WT-VDR
を介した転写活性を評価指標として比較した. 次いで, この効果を実際の臨床に直接還元することを目的
として VDDRIIに注目し, この疾患をもつ患者に関する症例報告に基づいて, 転写活性を指標として治療
効果を推測した.  
本研究の結果, カルシポトリオール, タカルシトール, ファレカルシトリオール, マキサカルシトールにつ
いては, WT-VDRに対して生理的な aVD3であるカルシトリオールと同等か, もしくはそれ以上の転写活性
を認めた. 一方でアルファカルシドールとエルデカルシトールの 2製剤は, WT-VDRに対する転写活性が
非常に弱かった. 理由として, アルファカルシドールはプロドラッグであり, 肝臓での水酸化を経て活性型と
なることから [49], 本研究で使用したヒト胎児腎細胞由来TSA201内では活性化されないためと考えられた. 
またエルデカルシトールは, VDRに対する結合親和性がカルシトリオールと比較して約 1/2であるため [50], 
転写活性が弱かったと推察された.  
VDDRIIは, VDR遺伝子変異によって引き起こされる先天性クル病である. LBDに変異をもつ VDDRII
の治療法としては, 主として高濃度のカルシトリオールとカルシウムの投与が行われるが, その治療効果は
変異部位によって大きな差があることがわかっている [38]. 既報では, LBD領域に変異を有する VDDRII
の症例の内 I314Sは薬理量の VD2で, Q259E, H305Q, G319V, R391Cは高濃度のカルシトリオールで治
療可能であったとされる [41,43,44]. 一方で I268TとE420Kは, 高濃度のカルシトリオール投与でも症状が
改善されなかったことが報告されている [42,45].  
以上の研究結果と既報に基づき, VDRの LBD領域の変異により VDDRIIを呈する既報の症例を対象
として, 各種 VD3製剤による転写活性を比較した. 本研究で再現した mVDR発現プラスミドによるタンパク
質発現量をウエスタンブロッティングで解析したところ, 全てのmVDRが核内に移行することを確認した. こ
の結果から, 全ての変異 VDRにおいて, 例え LBDに変異があったとしても核移行シグナルは保持されて
おり, 核内へ移行することが確認された.  
前述の通り, Q259E, H305Q, R391Cの 3症例では, 高濃度のカルシトリオール投与によって症状が改
善されたと報告されている. 本研究においても, カルシトリオールでは, 高濃度の刺激においてのみ, 未刺
激と比較して有意に転写量が増加した. このことから, カルシトリオールの添加量増加により転写活性が促
進されることが, 細胞実験でも再現された.  
I268Tは, 乳児期より重度のクル病症状を呈する重症例であり, 高濃度のカルシトリオール投与でも治
療効果が無いと報告されている [42]. 本研究における結果でも, I268Tにおける高濃度カルシトリオールに
よる転写活性は, 未刺激と比較して 4.2 ± 2.8倍と, 前述のQ259E, H305Q, R391Cの 3変異と比較して, 転
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写量があまり増加しなかった. 一方で, ファレカルシトリオール 10.0 nM刺激による I268Tの転写活性は, カ
ルシトリオール 10.0 nM刺激に対して 37.4 ± 2.1倍と有意に高かった.  
これらの結果から, ファレカルシトリオールはカルシトリオールとは異なる受容体結合性を有しているた
めに, 高い転写活性を有する可能性が推察された. これについて, ファレカルシトリオールの詳細な作用
機序を解明するために, mammalian two-hybrid assayによるWT-VDRとコファクターの相互作用を解析した. 
その結果, いずれの薬剤についても濃度依存的にコアクチベーターのリクルートが促進されたが, GRIP1 と
SRC1においては, ファレカルシトリオールのリクルート促進作用はカルシトリオールと比較して有意に高か
った. また, カルシトリオール及びファレカルシトリオール濃度依存的にコリプレッサーのリクルートが抑制さ
れ, その作用はファレカルシトリオールでより強かった. 以上のことからファレカルシトリオールは, コアクチ
ベーターのリクルートを促進しコリプレッサーのリクルートを抑制することで, 転写活性促進に寄与している
ことが示唆された. I268Tは, コアクチベーターである SRC1とDRIP205のリクルートが阻害されていることが
報告されているが [42], 今回の結果でも, ファレカルシトリオールは I268T とコファクターのリクルートに影
響を及ぼさなかった. このことからファレカルシトリオールは, WT-VDRではコファクターのリクルートに関与
して VDRの転写活性に影響する一方で, I268Tに関しては, コファクターとの相互作用には関与せず, 未
知のメカニズムによって転写活性の増加をもたらしている可能性が推察された.  
VDR を介したファレカルシトリオールの標的遺伝子転写制御について, VDRの標的遺伝子である
CYP27B1, CYP24A1, ALP, OPN, COL1及びRANKL遺伝子を用いて, カルシトリオールによる発現制御と
の比較検討を行った. CYP27B1は, 25(OH)D3を前駆体として aVD3を産生する酵素である. VDR を介した
ネガティブフィードバック機構により CYP27B1遺伝子発現が抑制されることで, aVD3の産生は抑制される. 
CYP24A1は, aVD3である 1α,25(OH)2D3の 24位を水酸化することにより, カルシトリオールを不活性型であ
る 24,25(OH)2D3や 1α,24,25(OH)3D3に変換する酵素である. この酵素の発現は, VDR-RXRαヘテロダイマ
ーがCYP24A1遺伝子プロモーター上のVDREに結合することで正に制御されている [51,52]. ALP, OPN, 
COL1 は骨芽細胞における分化マーカーとして, RANKLは破骨細胞分化因子として知られており, aVD3
によって発現が増加することがわかっている [48,53].  
各遺伝子のレポーターアッセイによる解析の結果, ファレカルシトリオールはカルシトリオールよりもそれ
ぞれの遺伝子発現量を有意に増加させた. このことから, ファレカルシトリオールの VDR との結合親和性
はカルシトリオールの 1/3だが [54], 骨形成作用がカルシトリオールよりも強いという報告があることから 
[55], ファレカルシトリオールは VDR を介しながらも, 転写に関与する他の要因も関わっている可能性が示




有する可能性が示唆された. さらに, カルシトリオールによって転写が促進されなかった I268T変異におい
ても, ファレカルシトリオールによって転写が促進された. ファレカルシトリオールは VDRに対して, カルシ
トリオールとは異なる結合様式で結合し, 何らかの因子を介して機能していることが推察された. 本研究で
は, 既存医薬品と実際の症例の治療効果の評価の予測を, in vitroの実験系における転写活性の比較検
討によって試みた. 本研究成果により, 実際の臨床症例において適切な薬物治療を実施することで, 救済











第二章のビタミン D のように, 外因性リガンドも内因性リガンドと同様に, 内分泌・代謝領域において
様々な生理作用を発揮, あるいは修飾していることは明らかである. 本章では, アジアで古来より, ハーブ
や生薬の構成成分として用いられてきた桂皮 (Cinnamomum cassia) による抗糖尿病効果について検討を
行った.  
桂皮は, ヒトにおいて空腹時血糖と血中脂質を減少させることが報告されている [57]. 桂皮に含まれる
芳香成分の一つである cinnamaldehyde (CA) を, 肥満2型糖尿病モデルdb/dbマウスに投与した結果, 空
腹時血糖や血中インスリン値の改善, 体重の減少と, HDL-コレステロール値の上昇が見られた [58]. これ
らの証左から, 桂皮の抗糖尿病効果や, CA がもつ脂質代謝に及ぼす効果は, 核内受容体の一種である
peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs) を介した脂質・糖代謝作用である可能性があると示唆
された. 本章では, PPARsの外因性リガンドとしての CAの機能について, 転写活性の視点から評価・解析
を試みた.  
 
第一節 CAが PPARの転写活性に及ぼす影響とその分子メカニズムの検討 
 
【目的】 
CAが PPARsの転写活性に及ぼす影響についてスクリーニングし, さらに PPARのリガンドとして作用す





CA (#031-03453) は和光純薬工業より購入した. PPARs の陽性コントロールである GW590735 
(#622402-22-6) は Cayman chemical 社 , L-165041 (#076K4605) は Sigma 社 , pioglitazone 
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(#ALX-270-367) は Enzo Life Sciences 社よりそれぞれ購入した. これらの薬剤は全て DMSO に
50mM の濃度で溶解し実験に供した. CA は, 細胞の生存及び増殖に影響のないことを確認した
50μMを上限として, 刺激濃度を設定した.  
 
2. プラスミド構築 
PPARα, δ, γ発現プラスミドである pCMX-PPARs, 変異 PPARγ (mutation PPARγ; mPPARγ) 発現プ
ラスミドである pCMX-mPPARγ, PPARsの LBD と Gal4 を接続した Gal4-PPARsは, Dr. Evans RM 
(Salk Institute, La Jolla, CA) より譲渡されたものを, PPAR 応答配列 (PPAR response element; 
PPRE) レポータープラスミドである PPRE-tk-Luc は Dr. J. Szwaya (Dana Farber Cancer Institute, 
Boston, MA) より譲渡されたものを使用した  [59]. Gal4 応答配列レポータープラスミドである
UAS-E1b-TATA-Lucは, 第二章第二節と同様のものを用いた.  
 
3. 細胞培養 




12well プレートに播種した TSA201 細胞に, 第一章第一節と同様の方法で PPRE-tk-Luc 及び
pGL4.70 と, pCMX-PPARδ, γ, もしくは mPPARγを導入した. 6時間培養後に, 陽性コントロール及
び CA で刺激を行い , さらに 20 時間培養後にレポーターアッセイに供した . 同様に , 
UAS-E1b-TATA-Luc及び pGL4.70 と, Gal4-PPARδ もしくは γを導入した. 6時間培養後に, 陽性コ
ントロール及び CAで刺激を行い, さらに 20時間培養後にレポーターアッセイに供した.  
 
5. 統計解析 
同 12 well plate内に同条件下で遺伝子導入した, 独立した3 wellのデータを平均値 ± S.D.で表す. 
統計解析は, SPSS 17.0 software (SPSS Inc., IBM Company, IL) を使用し, 群間比較は一元配置
分散分析の後, Bonferroni法で多重比較を行った.  
 
【結果】 
CAは, 濃度依存的に, PPARδ, PPARγの転写活性を増加させたが (Figure 13a,b), PPARαの転写活性
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には影響を及ぼさなかった (data not shown). さらに, CAによって Gal4-PPARδ, γの転写活性も濃度依存
的に増加したことから (Figure 14a, b), CAは PPARの LBDに直接結合することによりその転写を活性化し
ていることが確認された. また, S342A 変異に対しては, ピオグリタゾン刺激は転写活性が増加しなかった
のに対し, CA刺激により未刺激と比較して有意に転写活性が増加した (Figure 15, S324A; 2.76 ± 0.67倍 

























Figure 13. The stimulatory effects of CA on the transcriptional activity of PPARs. Either a) 
pCMX-PPARδ (10 ng) or b) pCMX-PPARγ (10 ng) was cotransfected into TSA201 cells with 50ng of 
the reporter gene, PPRE-tk-Luc, in the presence of CA with increasing doses. The pGL4.70 was used 
as an internal control. The data are presented as the mean ± S.D. from at least three transfections 










Figure 14. The stimulatory effects of CA on the gene transcription mediated by the PPARs-LBD. Either a) 
Gal4-PPARδ (50 ng) or b) Gal4-PPARγ (50 ng) was cotransfected into TSA201 cells with 50ng of the reporter 
gene, UAS-E1b-TATA-Luc, in the presence of CA with increasing doses. The pGL4.70 was used as an internal 
control. The data are presented as the mean ± S.D. from at least three transfections performed in triplicate. 







Figure 15. Effects of CA on the function of PPARγ mutants. PPARγ expression plasmid (pCMX-mPPARγ, 50 
ng) for the indicated mutants and PPRE-tk-Luc reporter (50 ng) were transiently cotransfected into TSA201 cells 
together in the absence or presence of various ligands. CA: 50 μM; pioglitazone were used as a positive control for 
PPARγ at 10 μM. The pGL4.70 was used as an internal control. The data are presented as the mean ± S.D. from at 










ものの, 第一節において, CAは陽性コントロールとは異なる結合性を持つことが示唆された. そこで本節で








12well プレートに播種した TSA201 細胞に, 第一章第一節と同様の方法で PPRE-tk-Luc 及び
pGL4.70 と, pCMX-PPARδ もしくは γを導入した. 6時間培養後に, 陽性コントロール及び CAで刺
激を行い, さらに 20時間培養後にレポーターアッセイに供した.  
 
3. 統計解析 
同 12 well plate内に同条件下で遺伝子導入した, 独立した3 wellのデータを平均値 ± S.D.で表す. 
統計解析は, SPSS 17.0 software (SPSS Inc., IBM Company, IL) を使用し, 群間比較は一元配置
分散分析の後, Bonferroni法で多重比較を行った.  
 
【結果】 
PPARγにおいて, CA と陽性コントロールとの相加相乗効果は確認されなかった (data not shown). 一
方で, PPARδに対して, 陽性コントロールである L-165041単独刺激と比較して, CAを同時添加した時の転
写活性は, 1.33 ± 0.01倍 (CA 10 μM), 2.10 ± 0.07倍 (CA 30 μM), 4.72 ± 0.88倍 (CA 50 μM) に増加した 








Figure 16. Synergistic effect of CA and L-165041 on PPARδ activation. TSA201 cells, which were cotransfected 
with pCMX-PPARδ (50 ng), PPRE-tk-luc (100 ng) and treated with CA (10 - 50 μM) and low concentration of 
L-165041 (10 μM) for 24h. The pGL4.70 was used as an internal control. The data are presented as the mean ± 








第三節 CAによる RXRα活性化作用の検討 
 
【目的】 






第一章第一節と同様の方法で TSA201細胞を 12wellプレートに播種し, 実験に供した.  
 
2. プラスミド 
RXRα発現プラスミドである pCMX-RXRαは Dr. Evans RM より譲渡されたものを, RXRα応答配列
レポータープラスミドであるdirect repeat 1; DR1-tk-LucはDr. J. Szwaya より譲渡されたものを使用し
た. mammalian two-hybrid assay を行うために, DNA結合ドメインである Gal4 ドメインとの融合タン
パク質発現プラスミドとして構築した, Gal4-RXRα, Gal4-SRC1 を使用した. また, リガンド依存性を




12well プレートに播種した TSA201 細胞に , 第一章第一節と同様の方法で DR1-tk-Luc, 
pCMX-RXRα, 及び pGL4.70 を導入した. 6 時間培養後に, 9-cis-レチノイン酸 (9-cis-RA, LKT 
Laboratories, St Paul, MN, #R1777) もしくは CAで刺激を行い, さらに 20時間培養後にレポーター
アッセイに供した. Mammalian two-hybrid assay を行うために, UAS-E1b-TATA-Luc及びpGL4.70と, 
Gal4-RXRα及び VP16-SRC1, もしくはGal4-SRC1及び VP16-RXRαを導入した. 6時間培養後に, 
9-cis-RA もしくは CAで刺激を行い, さらに 20時間培養後にレポーターアッセイに供した.  
 
4. 統計解析 
同 12 well plate内に同条件下で遺伝子導入した, 独立した3 wellのデータを平均値 ± S.D.で表す. 
統計解析は, SPSS 17.0 software (SPSS Inc., IBM Company, IL) を使用し, 群間比較は一元配置





RXRα は, PPAR を含む数種類の核内受容体とヘテロダイマーを形成し, DNA上の応答配列に結合す
ることで転写を活性化することが知られているが, 一方で, 9-cis-RA をリガンドとしてホモダイマーを
形成し, 同様に応答配列に結合することがわかっている [60,61]. 本実験の結果から, CA 50µMによって
も RXRαはホモダイマーを形成し, 転写を活性化すると示唆された (Figure 17a). さらに CAは, RXRαの
コアクチベーターである SRC1 との相互作用についても, リガンド依存的に促進すると示唆された 
(Figure 17b, c).  
 
  
第四節 CAによる PPARγ下流遺伝子の転写調節 
 
【目的】 
CA による PPARγ の標的遺伝子発現に対する作用について検討を行った. 標的遺伝子には, 脂肪細
胞特異的脂肪酸結合タンパク質で, 分化した脂肪細胞に発現する adipocyte protein 2 (aP2) と, 脂肪酸輸
送タンパク質の一種で, 遊離脂肪酸を骨格筋や幹細胞に輸送する働きをもつ cluster of differentiation 36 




マウス脂肪前駆細胞 3T3-L1は, DMEM [10%FBS, 100 U/ml ペニシリンG, 100 μg/mlストレプトマイ
シン硫酸塩, 2 mM L-グルタミン含有] で 6 well plateに播種後, 37°C, 5%CO2条件下で一晩培養し
た. 細胞がコンフルエントに達した後 2日間培養し, 脂肪細胞分化誘導 high-glucose (HG) DMEM 
[10%FBS, 1 µM dexamethasone, 500 µM isobutylmethlxanthine, 5 µg/ml insulin 含有] で 3日間培
養した. その後, 10%FBS及び 5 µg/ml insulin 含有 HG-DMEM で 2日間培養後, HG-DMEMの









2. リアルタイム PCR 
脂肪細胞に分化した 3T3-L1細胞を CA 50 μM もしくは DMSO (0.1%, vehicle) で刺激し, 48時間
培養後, 第一章第四節と同様の方法で qPCRに供した. 使用した遺伝子特異的プライマーは Table 




データは平均値 ± S.D.で表す. 統計解析は, SPSS 17.0 software (SPSS Inc., IBM Company, IL) 




CA刺激により vehicle と比較して aP2は 1.47 ± 0.10倍, CD36は 1.33 ± 0.11倍と, それぞれ有意に発





Figure 17. CA mildly induced the expression of direct target genes of PPARδ in differentiated 3T3-L1 adipocytes. 
After 8 days of differentiation, 3T3-L1 adipocytes were treated with vehicle (DMSO 0.1% v/v) and CA (50 μM) 
for 48h. The data are presented as the mean ± S. D. from three independent experiments performed in triplicate. 





















本章では, 古くから抗糖尿病作用があるとされてきた桂皮に注目し, その主成分のひとつである CA の
作用に着目した. 先行研究により, db/dbマウスに対するCAの 4週間継続投与による血糖値の低下効果が
確認されている [58]. また, db/dbマウスに対する桂皮抽出物の投与により, PPARを介して糖, 脂質代謝が
調節されているとの報告がある [63]. これらのことから, 本研究では, CAの標的分子としてPPARに着目し, 
CA の転写活性について評価, 検討を行った. PPAR は脂質, 糖質等の細胞内代謝と細胞の分化に関与
する転写因子群で, α, δ, γの3つのサブタイプが知られているが, それぞれ発現する部位や機能, 特異的リ
ガンドが異なる. いずれのサブタイプも, リガンド存在下でRXRαとヘテロダイマーを形成し, 標的遺伝子プ
ロモーター上の PPREに結合することでその発現を調整している. PPARδは全身に幅広く発現しており, 脂
質やリポタンパク質代謝に寄与し, 肥満モデルマウスにおいては耐糖能やインスリン感受性を改善すること
がわかっている [64]. PPARγは, 脂肪細胞に多く発現し, 脂肪細胞分化に対して中心的役割を果たしてい
る [65]. また, 2 型糖尿病の標的分子として, 治療薬であるチアゾリジン系薬剤が結合する核内受容体で
あり, 且つインスリン感受性を改善する [66]. 先行研究である db/db マウスへの CA投与によって, 体重減
少や, インスリン抵抗性指標である homeostasis model assessment as an index of insulin resistance; 
HOMA-IR の改善, それに伴う血中インスリン量低下, HDL-コレステロールの増加等, 肥満や 2 型糖尿病
の改善効果が確認されたが , その作用機序の解明は未解明のままであった . 本研究により, CA は
PPARδ/γ, さらに RXRαの転写活性を促進することで効果を発揮していることが示唆された.  
CA は官能基を有する小分子である. 一方 PPARs は, LBD 分子構造として大きなリガンド結合ポケット
を有するため, 様々なリガンドが結合できる分子であることが明らかになっている [67]. 本研究において, 
LBD に変異を導入した PPARγ (S342A)では, 陽性コントロールであるピオグリタゾンでは転写が活性化さ
れなかった一方で, CAにより活性化された. さらに CAと L-165041は, PPARδの活性化に対して相乗効果
を有していた. これらの結果から, 各リガンドが異なる様式で PPARs に結合し, その転写に関与している可
能性が示唆された.  
CAのエネルギー代謝に及ぼすアウトプットとして, PPARγによって発現調節を受けることがわかっている
aP2 や CD36 に注目して解析した [61]. aP2 は, 分化した脂肪細胞に発現するタンパク質で, 脂肪細胞分
化の初期に PPARγ により誘導される転写因子であり [65,68,69], その遺伝子プロモーター上には PPARγ
のコンセンサス配列である PPREが存在することがわかっている [70]. CD36は脂肪酸輸送タンパク質の一
種で, 遊離脂肪酸を骨格筋や幹細胞に輸送する働きをもつ. 脂肪細胞において, これらの mRNA 発現が
CA によって促進されたことから, CA は PPARγ を介して脂質代謝改善作用やインスリン抵抗性を改善する
作用があることが示唆された.  
以上の結果から CAは, PPARsの天然由来外因性リガンドとして PPARの各アイソフォームの転写活性






る内因性リガンド, 天然由来の外因性リガンドを対象として検討を行った. それぞれの適応は異なるものの, 
シグナル伝達を介してその下流に位置する遺伝子の転写に影響を及ぼすという点で共通している. このこ
とから, 各リガンドについて転写活性を指標とした薬理効果の評価が可能であるか, 検討を試みた. その結
果, 以下の結論を得た.  
 
1)  内分泌領域の臨床で汎用される GH は, 直接的作用として転写因子 STAT5B を介して, UCP2, 
UCP3の転写を促進することが明らかになった. さらに, UCP2プロモーター上で新規の STAT5sの
コンセンサス配列が機能していることを示唆する所見を得た. GH による直接的作用の存在はこれ
までにも示唆されていたが, 転写因子 STAT5B を介して標的遺伝子 UCP2, UCP3に影響し, エネ
ルギー代謝促進に寄与していることを示した.  
 
2)  臨床上の適応を有しているVD3製剤7種を用いて, VDDRIIの改善効果について転写活性を評価
指標とした比較検討を試みた. その結果, 各 VD3製剤により VDR を介した転写量が異なっていた
ことから, VDDRIIに対する改善効果も各 VD3製剤によって異なる可能性を示した. 中でもファレカ
ルシトリオールは, カルシトリオールよりも VDR を介した転写活性が高く, 症例によっては VDDRII
の臨床症状の改善効果が高い可能性を示した.  
 
3)  抗糖尿病作用を有する生薬は多数知られている. 今回, その内の一つ, 桂皮に含まれる主要な物
質である CA を用いて, 脂質, 糖質代謝改善作用について評価を試みた. その結果, CA は
PPARδ/γ や RXRα を介して, その下流にある標的遺伝子の発現を促進することを示した. このこと
から構成生薬由来の外因性リガンドも, 転写活性による評価が可能であることを示した.  
 
以上のように, 内分泌・代謝領域に関連するホルモン・リガンド類は, 膜受容体や核内受容体を介して, 
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